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論文内容要旨
 喘息の病態形成に深く関わっている,好塩基球および好酸球活性化の細胞内機構について,ヒ
 ト末梢血液より好塩基球と好酸球を分離精製し,以下に挙げる点を検討した。また,気道の炎症
 の標的組織のひとつである気道平滑筋に対する好酸球顆粒蛋白の作用についても検討した。
 1)ヒト好塩基球の分泌機構のpatch-clamp法を用いた解析
 好塩基球はその細胞表面にIgE受容体を発現し,その細胞質内にヒスタミンを含有する顆粒を
 持つ炎症細胞である。抗原に対する遅発性アレルギー反応の際に組織に浸潤し,炎症性メディエ一
 夕ーを放出し,気管支喘息の病態に深く関わっていると考えられている。しかし,好塩基球の顆
 粒分泌機構についてはあまり知られておらず,動物モデルでは細胞内Ca2+濃度とG蛋白質の関
 ・与が言われている。そこで,ヒト好塩基球の分泌機構における細胞内Ca2+濃度とG蛋白質の関
 与をパッチクランプ法を用いて明らかにする目的で実験を行った。
 結果:高濃度Ca2+を細胞内投与すると細胞内の顆粒は速やかに細胞膜と融合し,脱顆粒を起こ
 した。低濃度のCa2+とGTP一γ一S両者の細胞内投与でも,脱顆粒を起こした。顆粒分泌の指標
 となる細胞膜容量の変化は,投与する細胞内Ca2+濃度に容量依存性に増加がみられ,GTP一γ一
 Sは,カルシウムとの共存によってさらに脱顆粒を促進した。
 2)血小板活性化因子(PAF)刺激によるヒト好酸球の細胞内カルシウム動態
 好酸球も気管支喘息病態形成に重要な役割を担っており,炎症組織に浸潤し様々な刺激に反1,と=
 して顆粒蛋白を放出する。PAFは強い好酸球活性化物質のひとつで,GTP結合蛋白を介してイ
 ノシトールリン脂質(IP3)を産生すると報告されている。IP3は細胞内Ca2+プールよりCa2+
 の放出を促し細胞内Ca2+濃度([Ca2+],)の上昇を引き起こすが,モルモットの腹腔内好酸球
 ではPAFによる[Ca2ト]1の上昇は細胞外からのCa2+の流入によるという報告がある。そこで,
 ヒト好酸球においてPAFにより惹起される細胞内カルシウム動態をfura-2蛍光指示薬を用いて
 調べた。さらに,非興奮性細胞ではIR感受性細胞内Ca2+プールからのCa2+放出やCa2+の
 枯渇により細胞外からのCa2+の流入が活性化される,“Ca2+一capacitativeentrジがあるが,
 この機構がヒト好酸球にも存在するかどうかも併せて検討した。
 紬果:PAFは好酸球の[Ca2+]、に対して,最初の一過性の急速な立ち上がり(上昇ピーク)と
 それに引き続く持続的な上昇(持続相)をもたらした。この反1,乞;は,PAFの特異的拮抗薬であ
 るWEB2086により抑制された。EGTAを加えて細胞外液のCa2+濃度を低下させた場合,及び,
 Ni2+を用いて細胞外からのCa2+の流入を抑制した条件下では,PAF刺激によりCa2+の上昇
 ピークは影響を受けなかったが,持続相は有意に抑制された。また,proteinkinaseCの抑制
 剤であるRo31-8220は,持続相を増大させた。細胞内膜系Ca2+一ATPase阻害剤である
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 thapsigarginは,非興奮性細胞において“capacitativeentry"に由来するCa2+流入を増強させ
 ることが知られているが,好酸球においても同様な機構が働いているかどうかについて検討した。
 Ca2'←フリーの溶液内で七hapsigargillで前処置した好酸球の細胞外液を通常のCa2+濃度の溶液
 に交換すると,[Ca2+]1は著しく上昇した。
 3)好酸球顆粒蛋白の気管平滑筋細胞に対する作用の電気生理学的検討
 好酸球由来のmajorbasicprotein(MBP)を含むca七ionicproteinが気道平滑筋の収縮や気
 道過敏性の亢進をまねくことが知られているが,それらの平滑筋細胞への作用機序はまだ不明で
 ある。その機序を明らかにするためにMBP類似の生物活性を有する2種類のpolycation(poly-
 arginine,poly-L-b・sine)を用いて,電気生理学的検索を行った。
 結果:平滑筋細胞の静止膜電位は,一39.7±LlmVで,Polyca七ionを細胞外に投与すると細胞
 膜は,用量依存性に脱分極がみられた。whole-cellconfigurationで膜電位を固定した状態で観
 察される,自発性の一過性外向き電流(spontaneoustransien七〇utwardcurrents:STOCs)
 は筋小胞体からの自発性のCa2+放出に応じたCa2+依存性のK+電流と考えられており。
 polycationを投与すると,振動数,振幅とも可逆的な抑制効果がみられた。outside-outpatch
 による検索では,polycationは,気道平滑筋細胞膜に最もよく観察される,highconductance
 の電位依存性Kc.(BK)チャネルの活動を抑制しており,unitarycurrentの減少とopen-state
 probabiユityの有意な低下がみられた。また,pdycationにCa2+チャネルヘの直接的な作用が
 あるかどうかについて検討した。whole-cellconfigurationで細胞に脱分極性の電位パルスを与
 え,惹起される内向き電流を観察した。これは,Lタイプのカルシウムチャネルを通るカルシウ
 ム電流と考えられ,poiycationの影響はみられなかった。
ま
とめ
 1)ヒト好塩基球の開口分泌の過程は,細胞内calcium濃度に依存し,G蛋白質がその促進因子
 のひとつとして作用していることをpatch-ciamエ)法を用いて証明した。
 2)PAFによるヒト好酸球の活性化の際に,細胞内メッセンジャーのひとつである細胞内カル
 シウムは2相性の反応を示し,前者は細胞内calcium貯蔵庫からのcalcium放出に由来し,後者
 は細胞外からのcaleium流入に由来しproteinkinaseCの調節を受けていると考えられ,細胞
 外液からのcalcium流入には,ヒト好酸球においてもcalcium-capacitativeel]tryの機構が働い
 ているものと推察された。
 3)好酸球由来の塩基性顆粒蛋白が,直接的に気道平滑筋細胞膜のBKチャネルに作用して膜の
 脱分極を引き起こし,間接的な電位依存性のcalcium流入の活性化を通して,平滑筋の収縮と気
 道過敏性をもたらすという機序を示した。
 これらのことは,気管支喘息の病態生理を理解する上で重要と思われた。
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 審査結果の要旨
 気管支喘息は,可逆性の気道収縮に伴う発作性の呼吸困難と気道過敏性の亢進を特徴とする,
 「慢性の炎症性気道疾患」として捉えられている。本研究では,喘息の病態形成に中心的な役割
 を担っている炎症性細胞である,好塩基球と好酸球の活性化の細胞内機構について,ヒトの細胞
 を用いて検討している。また,気道の炎症性mediatorの標的組織のひとつである気道平滑筋に
 対する好酸球顆粒蛋白の作用についても検討している。
 本研究は,三つの実験より構成され,最初のものは,ヒト好塩基球の開口分泌の過程における
 細胞内Ca2+濃度とG蛋白質の役割をpatch-clamp法を用いた解析である。ヒト好塩基球の顆
 粒分泌機構についてはまだ不明な点が多く,動物モデルで細胞内Ca2+濃度とG蛋白質の関与
 が推察されているのみであった。本実験では,ヒト好塩基球の開口分泌の過程が,細胞内ca1-
 cium濃度に依存し,G蛋白質がその促進因子として作用していることを証明している。
 次の実験では,血小板活性化因子(PAF)刺激によるヒト好酸球の細胞内カルシウム動態を
 fura-2蛍光指示薬を用いて調べている。本実験では,PAFによるヒト好酸球の活性化の際に,
 細胞内Ca2+濃度([Ca2+]・)が2相性の反応を示し,前者は細胞内Ca2+貯蔵庫からのCa2+放
 出に由来し,後者は細胞外からのCa2+流入に由来し,且つ,proteinkinaseCの調節を受けて
 いることが示された。更に,細胞外液からのCa2+流入には,ヒト好酸球においてもCa2+一
 capacitatlveentryの機構が働いているものと推察している。
 最後の実験では,好酸球顆粒蛋白の気道平滑筋細胞に対する影響を電気生理学的に検討してい
 る。好酸球由来のmajorbasicprote1n(MBP)を含む塩基性顆粒蛋白が気道平滑筋の収縮や
 気道過敏性の亢進をもたらすことが知られているが,その機序は未だ不明であった。その機序を
 明らかにするためにMBP類似の生物活性を有する合成のpolycationsを用いて検討し,それら
 が気道平滑筋細胞膜のBKチャネルに作用して膜の脱分極を引き起こし,間接的な電位依存性の
 Ca2+流入を活性化させて,平滑筋の収縮と気道過敏性をもたらすという機序を明らかにしてい
 る。
 本研究では,気管支喘息に関わる好塩基球と好酸球の活性化機構を,ヒトの細胞を用いて明ら
 かにした。従って,本研究は気管支喘息の病態解明にとどまらず,新しい治療法に結び付く知見
 を含んでおり,学位に値するものと考えられる。
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